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GLOSARIO 
 
CaE Carcinoma Escamoso 
EDTA Ácido etilen diamino tetraacético 
HPV Virus Papiloma Humano 
IARC Asociación Internacional de registros de Cáncer 
IFI  Inmunofluorescencia 
IHQ Inmunohistoquímica 
kb  Kilo base 
kDa Kilo Dalton 
LCR Región Larga de Control 
mL  Mili litro 
mg  Miligramo 
mM  Mili Molar 
PCR Reacción en cadena de polimerasa 
pb  Pares de bases 
pRb Proteína del Retinoblastoma 
rpm Revoluciones por minuto 
TIP  Tejidos incluidos en parafina 
µL  Micro litro 
µm  Micras 
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1. RESUMEN 
 
En Chile, el cáncer es una patología muy relevante ocupando el 
segundo lugar como causa de muerte en la población. Existen múltiples 
factores de riesgo relacionados con el cáncer, siendo uno de ellos el virus 
papiloma humano (HPV). Numerosos estudios han demostrado la asociación 
existente entre el desarrollo de cáncer, particularmente el carcinoma escamoso 
(CaE) y HPV, específicamente con las proteínas virales E6 y E7, las cuales 
poseen características estructurales que le confieren la capacidad de 
interactuar con proteínas reguladoras de apoptosis y ciclo celular tales como 
p53 y pRb, respectivamente. Pirin es una proteína que tiene diversidad 
funcional ya que está vinculado a la regulación de la transcripción, apoptosis, la 
respuesta al estrés y procesos enzimáticos. Dadas las características de las 
proteínas virales y pirin, surge la posibilidad que exista una asociación entre la 
presencia de HPV y los niveles de expresión de pirin que permitan una 
contribución en la progresión del cáncer. Para poder establecer esta posible 
asociación se analizaron 51 carcinomas escamosos (cáncer cervico-uterino, 
cáncer de cabeza y cuello y cáncer pulmonar) para la presencia de HPV y 
expresión de pirin usando PCR e IHQ. Además, se utilizaron líneas celulares 
de cáncer cérvico-uterino (CaSki) y líneas celulares transfectadas establemente 
con el vector retroviral pLXSN E6/E7 (OKF6 E6/E7) las cuales se analizaron 
mediante inmunofluorescencia (IF) para establecer asociación con la expresión 
de las oncoproteínas virales. Aunque los resultados no permitieron establecer 
una asociación estadísticamente significativa entre la presencia de HPV y los 
niveles de pirin en los 51 casos analizados, los resultados obtenidos por medio 
de IF sugieren que los niveles de pirin dependen, al menos en parte, de la 
expresión de E6 y E7 de HPV-16.   
Palabras clave: Pirin, HPV y Carcinoma escamoso. 
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2.  INTRODUCCIÓN 
 
 
     De acuerdo a datos divulgados por la Agencia Internacional para la 
Investigación  del Cáncer (IARC) el cáncer es el responsable de 8,2 millones de 
muertes con un sostenido incremento a nivel mundial. En Chile, el cáncer es la 
segunda causa de muerte tanto en hombres como en mujeres, alcanzando casi 
el 26% de todas las causas de muertes (1). De acuerdo a estudios de la IARC, 
la primera causa de muerte por cáncer en el año 2012 en mujeres correspondió 
al cáncer de mama, seguido por el cáncer de vesícula biliar. En tanto, en el 
caso de los hombres, la primera causa de muerte por cáncer corresponde al 
cáncer de estómago seguido por el cáncer de próstata y pulmón (2).  
     Considerando el impacto a nivel mundial y local de esta enfermedad, es 
importante la búsqueda de factores relacionados con la etiología del cancer. Un  
ejemplo de ello es el virus papiloma humano o HPV. 
     El HPV es un grupo de aproximadamente 200 tipos virales pertenecientes a 
la familia papillomaviridae, y según su riesgo oncogénico, se clasifican en virus 
de bajo riesgo, que en su mayoría inducen la  formación de verrugas o 
papilomas, y los de alto riesgo, aquellos que  tienen potencial oncogénico y 
están asociados a ciertas neoplasias. Los HPV de alto riesgo más conocidos 
son los tipos 16 y 18, los cuales son responsables del 70% de casos de cáncer 
cérvico-uterino en el mundo, especialmente el tipo 16. La literatura médica 
también ha dado indicios de la responsabilidad que tiene este virus en el 
desarrollo del cáncer oral y orofaríngeo (3). 
     Pirin es una proteína hidrofílica de 32 kDa codificada por 290 aminoácidos la 
cual se encuentra presente en diversos tejidos del organismo y que se localiza 
en el núcleo (4). Su función en el organismo es actuar como co–regulador 
transcripcional del factor nuclear κB (NF-κB) (5). Además, esta proteína 
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contribuye a la regulación de procesos celulares a través de su interacción con 
BCL3. Se ha demostrado también, que pirin influye en la progresión del cáncer, 
disminuyendo la expresión de E-cadherina (6), lo cual favorece la transición 
epitelio–mesénquima. En palabras simples, pirin podría contribuir a la migración 
celular y así favorecer el proceso de metástasis en el cáncer, sin embargo, el 
mecanismo y el rol funcional de pirin en esta patología siguen siendo 
desconocidos.  
     Con el objetivo de hacer una contribución a la comprensión del 
funcionamiento de pirin en el desarrollo de los cánceres HPV positivos se 
buscará determinar una posible asociación entre los niveles de expresión de 
pirin y presencia de este virus en distintos tipos de cáncer. También, ésta 
investigación contará con estudios en dos líneas celulares: CaSki (cáncer 
cérvico-uterino) la cual posee alrededor de 500 a 600 copias del genoma de 
HPV 16 integrado en el DNA de estas células y OKF6 (células epiteliales orales) 
que expresan ectópicamente las oncoproteínas E6 y E7 mediante un vector de 
expresión retroviral (pLXSN). Además de los estudios en las líneas celulares ya 
mencionadas, se emplearán muestras de carcinoma escamoso en cuello 
uterino, cabeza y cuello y pulmón que se encuentran fijadas en formaldehído e 
incluidas en parafina. Se emplearán técnicas moleculares como PCR, 
inmunohistoquímica e inmunofluorescencia. A partir de los datos obtenidos, al 
combinar las técnicas moleculares con las técnicas de inmunomarcación, se 
pretende tener una visión más completa en cuanto a los niveles de expresión de 
pirin, tanto en líneas celulares como en material clínico.  
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3. MARCO TEÓRICO 
 
3.1 Generalidades del cáncer. 
 
     El cáncer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en 
todo el mundo; en 2012 hubo unos 14 millones de nuevos casos y 8,2 millones 
de muertes relacionadas con el cáncer. En Chile el cáncer es la segunda causa 
de muerte con un 26% del total de muertes en el 2014 (1).  
     Cáncer es un término genérico que designa un amplio grupo de 
enfermedades que pueden afectar a diversos tejidos del organismo. Es un 
proceso secuencial que comienza con ciertas alteraciones moleculares, como 
mutaciones y otras que finalmente conducen a la célula a un fenotipo tumoral 
(7). Normalmente, las células humanas crecen y se dividen para formar nuevas 
células a medida que el organismo las necesita. Cuando las células normales 
envejecen o se dañan, entran en proceso de apoptosis y son reemplazadas por 
células nuevas. Sin embargo, en el cáncer, este proceso ordenado se 
descontrola. Las células que han sufrido alteraciones, en condiciones normales 
deberían iniciar el proceso de apoptosis, sin embargo no lo hacen y siguen su 
proceso de replicación. Estas células adicionales pueden dividirse sin 
interrupción formando tumores (8). 
     Los carcinomas son cánceres que se producen en las células epiteliales y 
son los tipos más comunes de cáncer. Un epitelio es un tejido que no posee 
vascularización y se constituye por células que recubren y tapizan las 
superficies externas y cavidades cerradas del organismo. El carcinoma de 
células escamosas es un cáncer que se forma en el epitelio estratificado plano, 
es decir, un epitelio que posee más de un estrato o capa de células, en donde 
el estrato más superficial se constituye de células planas o escamosas. Este 
tipo de epitelio constituye la capa más superficial de la piel, recubriendo la 
cavidad oral, esófago y cuello uterino (9).  
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     Los cambios genéticos que causan cáncer pueden ser hereditarios. También 
pueden ser adquiridos en un individuo como resultado de errores que ocurren 
en la división celular o por daño en el DNA causado por exposiciones 
medioambientales. Algunos compuestos químicos como aquellos presentes en 
el humo del tabaco, la radiación ultravioleta, el consumo de alcohol, la dieta 
inadecuada y la inactividad física son los principales factores de riesgo de 
cáncer en todo el mundo. Algunas infecciones crónicas también constituyen 
factores de riesgo. Los cánceres causados por infecciones víricas, tales como 
las infecciones por virus de las hepatitis B (VHB) y C (VHC) o por HPV, son 
responsables de hasta un 15% de las muertes por cáncer en los países de 
ingresos bajos y medios (10). 
     Los cambios genéticos que contribuyen al cáncer tienden a afectar tres tipos 
principales de genes: proto-oncogenes, genes supresores de tumores y genes 
reparadores del DNA. Los proto-oncogenes estimulan la expresión de ciertos 
genes los cuales a su vez promueven la división celular y la regulación del ciclo 
celular. Sin embargo, cuando estos genes se alteran o se encuentran más 
activos de lo normal, pueden convertirse en genes causantes de cáncer (u 
oncogenes), favoreciendo la transformación maligna de la célula, permitiendo 
que éstas permanezcan en el organismo y desencadenando el posterior 
desarrollo del cáncer. Los genes supresores de tumores también controlan el 
crecimiento y la división celular. Las células con algunas alteraciones en los 
genes supresores de tumores pueden dividirse de manera descontrolada. Los 
genes reparadores del DNA expresan proteínas que corrigen daños producidos 
en éste. Las células con mutaciones en los genes reparadores tienden a formar 
alteraciones adicionales en otros genes. Este conjunto de mutaciones pueden 
causar que las células se transformen desencadenando un proceso neoplásico.  
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3.2 Estructura y genoma del virus  
 
     El HPV es un virus pequeño constituido por una sola molécula de DNA 
circular de doble hebra, posee una cubierta proteica, denominada cápside, 
conformada por 72 capsómeros los cuales le aportan una forma icosahédrica al 
virus. La cápside se constituye a partir de las proteínas virales estructurales L1 
y L2 (11). 
     El DNA del virus contiene aproximadamente 8000 pares de base (pb) el que 
se organiza en tres regiones: temprana, tardía y región larga de control o LCR 
(por sus siglas en inglés long control region) (Figura 1). 
 
 
Figura 1. Mapa genómico HPV 16. 
Los números dentro del círculo indican las posiciones de nucleótidos. Los genes de 
replicación temprana (E) y tardía (L) se representan como áreas fuera del genoma 
circular. Sólo una hebra es transcrita, y la transcripción se produce en el sentido de las 
agujas  del reloj. La región larga de control (LCR) contiene el origen de replicación del 
ADN (12). 
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     La región temprana corresponde a la mitad del genoma del virus y codifica  
para proteínas no estructurales, es decir proteínas que se encargan de la 
regulación del virus. Comprende las proteínas desde E1 a E7. 
     El gen E1 posee la mayor cantidad de pares de bases del genoma del HPV y 
se encuentra dentro de los genes altamente conservados (13). Este gen codifica 
a una proteína de 67,5 a 76,2 kDa la que posee actividad enzimática del tipo 
helicasa (14). El gen E2 posee aproximadamente 1.100 pb y codifica para una 
proteína de 45 kDa la que contiene 3 dominios funcionales, que son 
fundamentales en la replicación y transcripción viral (15). En cuanto al gen E4, 
el que se encuentra  situado dentro del gen E2, codifica para una proteína la 
que se asocia a un papel en la liberación y transmisión del virus (16). El gen E5 
posee entre 230 y 250 pb y codifica a una proteína de 14 kDa la que tiene como 
principal función la regulación de la actividad de factores de crecimiento, como 
el receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGFR) (17). El gen E6 posee 
aproximadamente entre 450 y 500 pb y codifica a una proteína de 16 a 18 kDa. 
Durante la infección natural, la proteína E6 se expresa rápidamente para ejercer 
diversas funciones, como inducir la degradación de p53 (18). El gen E7 posee 
entre 300 y 320 pb y codifica a una proteína de 10 KDa la que se une a la 
proteína del retinoblastoma (pRb), induciendo su degradación por medio de la 
asociación con el complejo de ubiquitina-ligasa (19). 
     La región tardía codifica para las proteínas estructurales de la cápside: la 
proteína L1 de 55 kDa y que constituye el 80% de la cápside, y la proteína L2 o 
menor con un peso de 74 kDa (20). La cápside se constituye por 72 
capsómeros, cada uno constituido por 5 monómeros de la proteína L1 
generando un capsómero cónico en donde la proteína L2 se dispone en el 
espacio interno central de la estructura pentamérica (Figura 2) (21).  
8 
 
 
 
 
Figura 2. Modelo de HPV en 3D. 
A: Estructura reconstruida de la cápside del virus papiloma humano en 3D que se 
constituye por los cápsomeros de L1. B: Vista interior de HPV mostrando  pequeñas 
partículas más densas en color rojo que corresponden a L2. (22) 
 
     La LCR es una región regulatoria, por lo que no codifica proteínas y contiene 
los elementos necesarios para regular la expresión génica del virus, por lo que 
numerosos factores de transcripción interactúan con esta región. 
3.3 Ciclo de vida del HPV 
 
     El HPV posee un tropismo específico por las células que conforman el 
epitelio escamoso. Esto se explica porque la replicación del DNA, producción de 
las proteínas víricas y ensamblaje de los viriones se producen a medida que las 
células que componen el epitelio escamoso van madurando, por lo que es 
imprescindible para el virus incorporarse a este tipo de células (23).  
     La incorporación del virus a las células que constituyen el epitelio 
estratificado se produce a través de micro–traumas, esto permite que el virus se 
ponga en contacto con las células del estrato basal.  
     Las partículas infecciosas ingresan por lesiones en el epitelio estratificado, 
donde se unen a las células preferentemente con proteoglicanos de heparán 
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sulfato. El virus puede permanecer en estado episomal, o bien el DNA viral 
puede integrarse al DNA de la célula infectada donde interactúa con otros 
factores, lo que puede originar transformación celular. Una vez ocurrida la 
división celular,  las células hijas migran de la capa basal a los estratos 
parabasales y ocurre la diferenciación.  
34 Cáncer y HPV 
 
     El HPV causa el 28% de todos los cánceres relacionados con infecciones a 
nivel mundial. La infección persistente por HPV es responsable de casi todos 
los cánceres de cuello uterino, y un gran número de otros tipos de cánceres: 
vulvar (43%), vaginal (70%), anal (88%), de pene (50%) y de cabeza y cuello 
(un 26% en todo el mundo). Aunque hay más de 200 tipos de HPV, los tipos de 
HPV 16 y 18 causan aproximadamente el 70% de todos los cánceres de cuello 
uterino y alrededor del 90% de otros tipos de cáncer relacionados con el HPV 
(24). 
     Las proteínas víricas, en general poseen características estructurales que le 
confieren la capacidad de interactuar con múltiples proteínas algunas de las 
cuales actúan regulando el ciclo celular y otras como factores de transcripción, 
generando inestabilidad cromosómica (25). La transformación neoplásica de las 
células ocurre esencialmente por la acción de las oncoproteínas virales E6 y E7 
(Figura 3). Se ha demostrado que E6 genera la degradación de la proteína p53, 
una proteína que está involucrada en la activación de  la apoptosis y detención 
del ciclo celular ante anormalidades en el genoma (18). La degradación de esta 
proteína se produce por la afinidad de E6 por la enzima ubiquitina ligasa, 
generando el complejo E6AP que se une posteriormente a p53 la que, al ser 
marcada con moléculas de ubiquitina, es reconocida por los proteosomas 
iniciándose así la degradación de p53 (26). 
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Figura 3 Mecanismo de acción de oncoproteínas virales E6/E7. 
Rol en el desarrollo del cáncer de las oncoproteínas virales en donde se muestra como 
se produce la pérdida de supresión tumoral y la activación del ciclo celular. 
 
     La oncoproteína E7 en cambio se une a la proteína del retinoblastoma (pRb). 
En condiciones normales pRb evita que las células con alguna alteración 
avancen desde el ciclo G1 a la etapa de síntesis, ya que ésta inhibe al factor de 
transcripción E2F. En otras palabras el complejo formado por pRb y E2F es un 
supresor de proliferación celular. En presencia de E7 el complejo pRb/E2F se 
ve alterado, produciendo la liberación del factor de transcripción E2F el cual al 
unirse a sus promotores permite la transición desde la fase G1 a la fase de 
síntesis en la célula (27). 
     La asociación entre HPV y cáncer, como término genérico, parece ser 
evidente a la luz de los antecedentes aquí descritos, pero es importante 
mencionar que dicha asociación es posible realizarla gracias a los 
descubrimientos y hallazgos en tumores analizados hasta la fecha. En el caso 
del cáncer cérvico-uterino se ha establecido que los HPV de alto riesgo tipo 16 
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y 18 son agentes causales e imprescindibles en el desarrollo de esta patología 
(28). Del mismo modo, existe evidencia en la que se vincula el desarrollo de 
diferentes cáncer de cabeza y cuello con la infección por HPV (29), no así en 
los tumores de pulmón, en donde pese a que estudios han demostrado la 
presencia del virus no ha sido posible determinar el rol de éste en el desarrollo 
de este tipo particular de cáncer (30). 
3.5 Características y función de pirin  
 
     Pirin es una proteína compuesta de 290 aminoácidos cuyo peso molecular 
es de 32 kDa (31). En los humanos está codificada por el gen PIR el cual se 
encuentra en el locus Xp22.2 (32). Pirin es una proteína que es expresada en 
todos los tejidos del organismo pero con mayor intensidad en el corazón e 
hígado (31). Se localiza al interior del núcleo, sin embargo estudios posteriores 
han demostrado que también puede ser encontrado en el citoplasma (33). 
     Esta proteína pertenece a la súper familia de diversidad funcional Cupina, 
que está vinculado a diversos procesos biológicos y moleculares que incluyen 
regulación de la transcripción, apoptosis, la respuesta al estrés y los procesos 
enzimáticos (34). Con respecto a la transcripción se puede decir que es un 
corregulador que interactúa con BCL3 el cual es un regulador conocido de la 
supervivencia celular, la proliferación y la malignidad del cáncer. A la vez la 
sobre expresión de pirin provoca una disminución de la proteína E-Cadherina lo 
cual se traduce en una aumentada transición epitelio–mesénquima,  iniciando el 
proceso de metástasis. Sin embargo el mecanismo y el rol funcional de pirin 
siguen siendo desconocidos (35). 
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4. HIPÓTESIS 
 
     Los niveles de expresión de la proteína pirin son mayores en aquellos 
tumores con presencia del virus papiloma humano, respecto de aquellos con 
ausencia del virus. 
5. OBJETIVOS 
 
5.1 Objetivo general 
 
     Evaluar una eventual asociación entre la expresión de pirin y la presencia de 
virus papiloma humano (HPV) en tumores de distintas localizaciones 
anatómicas incluyendo cuello uterino, cabeza y cuello y pulmón. 
5.2 Objetivos específicos 
 
1. Determinar la expresión de pirin en líneas celulares y muestras tumorales 
de carcinomas escamosos de diferentes localizaciones anatómicas. 
2. Determinar la presencia de virus papiloma humano en muestras de 
carcinomas escamosos de diferentes localizaciones anatómicas 
3. Establecer eventuales asociaciones entre la presencia de infección viral y 
niveles detectables de pirin en muestras de carcinoma escamoso de 
diferentes localizaciones anatómicas. 
4. Establecer eventuales asociaciones entre los niveles de pirin y 
características clínicas de los pacientes analizados, como edad, género y 
grado de diferenciación histológico del tumor. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 
6.1 Tipo de estudio 
 
     El tipo de estudio de la presente unidad de investigación corresponde a un 
análisis del tipo exploratorio. 
6.2 Lugar de realización 
 
     La unidad de investigación se desarrolló en el Programa de Virología del 
Instituto de Ciencias Biomédicas de la Facultad de Medicina de la Universidad 
de Chile, específicamente en el laboratorio del Dr. Francisco Aguayo González. 
PhD. 
6.3 Método de selección de muestra 
 
     Las muestras seleccionadas pertenecen a biopsias de carcinomas 
escamosos de diferentes localizaciones anatómicas correspondientes a cuello 
de útero, cabeza y cuello y pulmón, las cuales fueron diagnosticadas desde el 
año 2000 a la fecha, provenientes de tres diferentes servicios de anatomía 
patológica de la región Metropolitana. Para determinar cuáles muestras se 
emplearon en la investigación se utilizaron como criterios de inclusión el que 
las muestras fueran tumores de carcinomas escamosos de origen cérvico-
uterino, cabeza y cuello y pulmón, que hayan sido procesadas entre los años 
2000 y 2015 sin importar la edad o sexo de los pacientes ni grado de 
diferenciación del tumor. Como criterios de exclusión se consideraron todas 
aquellas biopsias que aun cumpliendo todos los criterios de inclusión no 
tuvieran suficiente muestra para realizar los estudios. 
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6.4 Variables a estudiar 
 
     El estudio contempla el análisis de dos variables dentro de las muestras 
aquí evaluadas: presencia de HPV y expresión de proteína pirin 
6.5 Sistema de recolección de información 
 
     La información de las muestras de pulmón y cuello uterino  en cuanto a su 
origen anatómico, tipo de lesión, grado de diferenciación del tumor, edad y 
género de los pacientes fue obtenida a partir de la base de datos disponible en 
el lugar de realización de la unidad de investigación. La utilización de dichas 
muestras contaba con la previa aprobación del comité de ética de la 
Universidad de Chile (Anexo A). 
     En cuanto a la información de los especímenes de cabeza y cuello, ésta se 
obtuvo del servicio de anatomía patológica del Hospital San José (lugar de 
origen de las muestras), en donde sólo se tuvo acceso al informe 
anatomopatológico (Anexo B). 
6.6 Método estadístico de análisis de la información 
 
     La asociación entre las características clínico patológicas con la expresión 
de HPV y pirin se evaluó a partir de una prueba de chi – cuadrado (ᵪ2). Se 
consideró estadísticamente significativo un valor de p < 0,05, utilizando 
software Stata. 
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6.7 Metodología a emplear 
 
6.7.1 Pacientes 
 
     En el presente estudio se analizaron muestras de tejidos fijados en formalina 
e incluidos en parafina de 51 individuos. Las muestras se dividieron de acuerdo 
al origen anatomopatológico del tumor analizado. 
- Grupo 1: Tumores de cuello uterino 
- Grupo 2: Tumores de cabeza y cuello 
- Grupo 3: Tumores de pulmón 
 
6.7.2 Estudios moleculares en tejidos incluidos en parafina (TIP) 
 
     De las muestras del grupo 2 se obtuvieron cortes de 3 µm seccionadas en 
dos micrótomos de rotación (Sakura, modelo Accu-Cut® SRM™ 200) facilitados 
por la Escuela de Tecnología Médica de la Universidad Andrés Bello. Los cortes 
se almacenaron en un tubo eppendorf de 2 mL para realizar extracción,  
purificación y cuantificación de DNA. Las muestras correspondientes al grupo 1 
y 3 habían sido previamente tratadas, por lo que ya se disponía de DNA 
extraído para realizar los estudios moleculares y sólo fue necesario realizar los 
cortes para realizar la técnica de inmunohistoquímica descrita más adelante. 
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6.7.2.1 Extracción, purificación y cuantificación  de DNA en TIP 
 
     Se realizó extracción de DNA de TIP agregando a cada tubo eppendorf 200 
µL de solución de digestión la cual se preparó usando 10 µL de buffer Tris 0,01 
M, 40 µL Tween20 0,4%, 500 µL de proteinasa K (Promega, US, Wisconsin) 1 
mg/mL y 9,36 mL agua libre de nucleasas. Los tubos se dejaron a una 
temperatura de 56°C con agitación de 440 rpm durante la noche en incubadora 
(Lab-Tec modelo Thermo Shaker,). Al día siguiente se realizó inactivación de 
proteinasa K (Promega, US, Wisconsin) llevando las muestras a 100°C sin 
agitación por tres min. Finalmente las muestras se centrifugaron por  tres min a 
12.000 rpm en una centrífuga (HRMLE, modelo 200Z) la cual se utilizó durante 
todo el proceso de extracción. 
     Se realizó purificación en columnas del DNA obtenido de manera manual 
con kit de purificación para DNA genómico Wizard® (Promega, US, Wisconsin) 
(Anexo C).  
     La cuantificación que se realizó posterior a la extracción y purificación del 
DNA se llevó cabo en el espectrofotómetro (Thermo Scientific, modelo 
NanoDrop 1000). A partir de los resultados obtenidos se determinó la cantidad 
de agua requerida para diluir las muestras y así llevarlas todas a una misma 
concentración (100 mg/µL). 
6.7.2.2 Reacción de polimerasa en cadena (PCR)  
 
     Para tener una aproximación a la calidad e integridad del DNA se realizó la 
amplificación de un fragmento del gen globina humana por PCR convencional 
utilizando los partidores PCO3 y PCO4 (tabla 1). La mezcla fue preparada 
agregando 1 µL de DNA extraído y purificado a partir de TIP  a una mezcla que 
contenía 12,5 µL buffer Green GoTaq (Promega, US, Wisconsin), 0,5 µL de 
partidor PCO3, 0,5 µL de partidor PCO4, 0,75 µL de MgCl2 50 mM y 9,75 µL de 
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agua libre de nucleasas. El programa de amplificación utilizado está indicado en 
la figura 4. La preparación de la mezcla de reacción se realizó en una sala libre 
de toda contaminación con amplificaciones  provenientes de amplificaciones 
previas. La carga del DNA de la muestra se realizó bajo campana de clase I. Se 
utilizó un termociclador (LongGene modelo MG25+). Se utilizó como control 
positivo DNA de células SiHa y  como control negativo solución de extracción 
de DNA en todos los PCR aquí descritos. 
 
1 Ciclo 
Etapa Tiempo (Segundos) Temperatura (°C) 
Denaturación 30 95 
Hibridación 30 52 
Elongación 30 72 
 
Figura 4  Programa de amplificación por PCR para β – Globina. 
En el esquema se muestran las diferentes etapas de la amplificación por PCR  con sus 
respectivos tiempos y temperaturas. El punto de término de la amplificación se alcanzó 
luego de 40 ciclos. 
 
     A los productos obtenidos de la amplificación por PCR se les realizó 
electroforesis en gel de agarosa 2% al que se le agregaron 4 µL de  MastroSafe 
Nucleic Acid Prestained (Maestro gen, China, Taiwán) por cada 50 mL de gel 
preparado. Se cargaron  4 µL de un marcador de peso molecular de DNA 
(BenchTop 100bp DNA Ladder) (Promega, US, Wisconsin) y 10 µL de producto 
de PCR por cada carril. El tiempo de corrida fue de una hora y media a 100 
volts de potencia y 3 mA. Para verificar la corrida se utilizó un transiluminador 
UV (Vilber Lourmat modelo ECX-F20.M) desde el cual se obtuvieron imágenes 
con una cámara (Canon modelo PowerShot G12) para realizar los análisis 
posteriores. 
     La amplificación para HPV genérico se realizó mediante PCR convencional 
usando los partidores GP5+/GP6+ (Tabla 1) para determinar la presencia de la 
secuencia que codifica para la proteína L1 que constituye la cápside del HPV. 
La mezcla de reacción fue preparada agregando 1 µL de DNA extraído y 
purificado a una mezcla que contenía 12,5 µL buffer Green GoTaq (Promega, 
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US, Wisconsin), 0,625 µL de partidor GP5+, 0,625 µL de partidor GP6+, 0,75 µL 
de MgCl2 50 mM y 9,5 µL de agua libre de nucleasas. El programa de 
amplificación utilizado es el que se muestra en la figura 5. La preparación de la 
mezcla de reacción, la carga de muestra y la amplificación se realizarán bajo las 
mismas condiciones que el PCR descrito anteriormente. 
 
1 Ciclo 
Etapa Tiempo (Segundos) Temperatura (°C) 
Denaturación 60 95 
Hibridación 120 52 
Elongación 90 72 
 
Figura 5 Programa de amplificación por PCR para L1. 
En el esquema se muestran las diferentes etapas de la amplificación por PCR para la 
región L1 con sus respectivos tiempos y temperaturas. El punto de término de la 
amplificación se alcanzó luego de 45 ciclos. 
 
     Se realizó un segundo round de PCR a partir de los productos de 
amplificación obtenidos en la primera instancia el cual se realizó agregando 1 
µL de producto de amplificación a una mezcla de 12,5 µL buffer 2X, 0,5 µL de 
partidor GP5+, 0,5 µL de partidor GP6+, 0,75 µL de MgCl2 50 mM y 9,75 µL de 
agua libre de nucleasas. La preparación de la mezcla de reacción, la carga de 
muestra y la amplificación se realizaron bajo las mismas condiciones que el 
PCR descrito anteriormente. 
     A los productos de ambos PCR se les realizó una electroforesis en gel de 
agarosa 2% al que se le agregaron 4 µL de  MastroSafe Nucleic Acid 
Prestained (Maestro gen, China, Taiwán) por cada 50 mL de gel preparado. Se 
cargaron 4 µL de un marcador de peso molecular de DNA (BenchTop 100 bp 
DNA Ladder) (Promega, US, Wisconsin) y 10 µL de producto de PCR por carril. 
El tiempo de corrida fue de una hora y media a 100 volts de potencia y 3 mA. 
Para verificar la corrida se utilizó el mismo transiluminador UV usado 
anteriormente desde el cual se obtuvieron las imágenes para realizar los 
análisis posteriores. 
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     Para identificar el tipo de virus papiloma humano se realizó un PCR 
exclusivamente a las muestras HPV positivas de cabeza y cuello con sus 
respectivos controles tanto positivo como negativo. Para realizar esta técnica se 
preparó una mezcla de 12,5 µL buffer 2X, 0,5 µL de partidor HPV16 reverse, 0,5 
µL de partidor HPV16 forward (Tabla 5.1), 0,75 µL de MgCl2 50 mM y 9,75 µL 
de agua libre de nucleasas (24 µL de volumen total). El mismo  protocolo se 
utilizó con los partidores forward y reverse de HPV18. De las muestras 
purificadas se  tomó 1 µL de DNA y se agregó a los 24 µL de la mezcla 
previamente preparada  tanto para HPV16 como para HPV18. La preparación 
de la mezcla de reacción, la carga de muestra y la amplificación se realizaron 
bajo las mismas condiciones que el PCR descrito anteriormente.  
     A los productos de ambos PCR se les realizó una electroforesis en gel de 
agarosa 2% al que se le agregaron 4 µL de  MastroSafe Nucleic Acid 
Prestained (Maestro gen, China, Taiwán) por cada 50 mL de gel preparado. Se 
cargaron 4 µL de un marcador de peso molecular de DNA (BenchTop 100 bp 
DNA Ladder) (Promega, US, Wisconsin) y 10 µL de producto de PCR por carril. 
El tiempo de corrida fue de una hora y media a 100volts de potencia y 3 mA. 
Para verificar la corrida se utilizó el mismo transiluminador UV usado 
anteriormente desde el cual se obtuvieron las imágenes para realizar los 
análisis posteriores. 
 
 
 
 
 
 
20 
 
 
Tabla 1 Secuencia de partidores utilizados 
Partidor Secuencia 5´-3’  Tamaño (pb) 
PCO3 ACA CAA CTG TGT TCA CTA GC  
110 
PCO4 CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC 
GP5+ TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC  
155 
GP6+ GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT 
HPV16 F GGT CGG TGG ACC GGT CGA TG 
96 
HPV16 R GCA ATG TAG GTG TAT CTC CA 
HPV18 F CCT TGG ACG TAA ATT TTT GG 
115 
HPV18 R CAC GCA CAC GCT TGG CAG GT 
 
La tabla señala los partidores utilizados, su secuencia y el tamaño del 
producto de amplificación para las amplificaciones descritas en este 
estudio.  
 
6.7.3 Inmunohistoquímica para pirin 
 
     De las muestras correspondientes a los grupos 1, 2 y 3 se obtuvieron cortes 
de 3µm seccionadas en dos micrótomos de rotación (Sakura, modelo Accu-
Cut® SRM™ 200), los que se dispusieron en portaobjetos cargados marca 
GecellBranD. Además de las muestras, y bajo las mismas condiciones 
anteriormente descritas, se obtuvieron secciones de pulmón las que fueron 
utilizadas como controles positivos. Los cortes se sometieron a un proceso de 
secado en una estufa de 60°C por una hora, posteriormente fueron 
desparafinadas en tres cambios de xilol, deshidratados en tres cambios de 
alcohol absoluto, dos cambios de alcohol 95% y un cambio de alcohol 70% por 
cinco min cada uno para finalmente ser llevadas a agua destilada.   
     Se fijó un protocolo estándar de marcación por inmunohistoquímica (Anexo 
D) de acuerdo a los insumos y reactivos disponibles en el laboratorio. 
Particularmente se consideró el sistema de detección (Mouse/Rabbit 
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PolyDetector HRP/DAB Detection System Bio SB) (Bio SB, US, Santa Bárbara). 
Una vez establecido el protocolo, fue necesario determinar cuál era el buffer 
adecuado para realizar la recuperación antigénica mediada por calor para el 
antígeno de interés.  
     Se utilizó un baño termorregulado (LabTech, modelo LSB-015S) como 
fuente de calor para realizar la recuperación antigénica. Para establecer las 
condiciones en las que el buffer alcanzaría una temperatura de entre 93°C a 
95°C se llenó el baño con agua destilada y se programó a 95°C, luego se 
introdujeron 5 tubos cónicos de 50 mL con agua en su interior y se dispusieron 
de manera aleatoria dentro del baño. Con la ayuda de un termómetro se midió 
la temperatura en intervalos de 15 min hasta que el agua al interior de los tubos 
cónicos alcanzó la temperatura deseada (93°C a 95°C) y así se comprobó que 
el baño termorregulado es una fuente de calor confiable para este 
procedimiento. 
     Para establecer el buffer de recuperación adecuado se probaron 3 buffers 
(Tabla 2). Se programó el baño termorregulado en las mismas condiciones 
establecidas previamente (95°C) y en su interior se dispusieron 3 tubos cónicos 
de 50 mL  los cuales en su interior contenían diferentes buffers. Se midió la 
temperatura de los 3 buffers y cuando estos alcanzaron una temperatura de 
entre 93°C a 95°C se incorporaron en cada tubo muestras de controles de 3 µm 
de espesor y se mantuvieron en esta condición por una hora. Al finalizar este 
tiempo se sacaron los tubos del baño termorregulado y se mantuvieron a 
temperatura ambiente por 20 min. Luego se realizó la tinción 
inmunohistoquímica con el protocolo previamente establecido (Anexo D) 
usando una dilución 1:200 de anticuerpo primario recomendada por el 
fabricante. Para la inmunomarcación se empleó cámara húmeda (StainTray 
modelo M920-2). 
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Tabla 2. Buffers de recuperación antigénica. 
 Componentes Concentración pH 
Tampón citrato 
sódico 
Citrato de sodio 
Tween20 
10mM 
0,05% 6 
Tampón Tris – EDTA 
Tris base 
EDTA 
Tween20 
10mM 
1mM 
0,05% 
9 
Tampón EDTA EDTA 1mM 8 
 
Preparación de soluciones con concentración de sus componentes y pH de 
funcionamiento para realizar recuperación antigénica mediada por calor 
 
     Para establecer la dilución adecuada del anticuerpo primario se usaron tres 
cortes de 3 µm de grosor de pulmón como tejido control el cual se sometió a 
recuperación antigénica en buffer EDTA pH8 por una hora. Se aplicó el 
protocolo de inmunomarcación previamente establecido (Anexo D) y se 
utilizaron tres diluciones diferentes para cada corte (1:100; 1:250 y 1:500) 
     Luego de establecer las condiciones adecuadas para realizar la técnica se 
realizó la inmunomarcación de las 51 muestras utilizando como solución 
recuperadora buffer EDTA pH8 y dilución de anticuerpo primario 1:100 con el 
protocolo estándar (Anexo D). 
6.7.4 Inmunofluorescencia mediante microscopía confocal 
 
     Para realizar esta técnica fue necesario utilizar líneas celulares, las cuales 
se dividieron en 3 grupos para orientar el estudio en relación a las proteínas E6, 
E7 y pirin utilizando las células CasKi como control positivo, OKF6 
transfectadas con un vector pLXSN vacío como control negativo y la línea 
celular OKF6 E6/E7 transfectadas establemente con el vector retroviral pLXSN 
E6/E7 como muestra estudio, las cuales tuvieron un tratamiento de cultivo 
previamente establecido. 
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     Previo a la inmunomarcación se realizó una fijación de las células la que se 
efectúo empleando una mezcla fijadora que contenía  paraformaldehído 4%, 
KOH 0,04 M, PIPES 100 mM, EGTA 2 mM y MgCl2 2 mM (Anexo E).  
     La técnica de inmunofluorescencia se realizó con el protocolo descrito en el 
anexo F y las diluciones empleadas tanto para el anticuerpo  primario como 
para el secundario, fueron de 1:30 en BSA1% en PBS1X. El contraste se realizó 
empleando Dapi 1:1000 diluido en PBS1X. 
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7. RESULTADOS 
 
     Para tener una visión más completa de las características clínicas de los 
pacientes de los que provenían las muestras  es que realizamos una 
clasificación de acuerdo al  género de los pacientes. La edad la dividimos en 
tres grupos y por último se realizó una clasificación de acuerdo al grado de 
diferenciación los que se distribuyeron en pobremente diferenciados, 
moderadamente diferenciados y bien diferenciados. Este análisis se realizó 
particularmente por cada grupo de estudio (Tabla 3). 
Tabla 3. Características clínicas de pacientes y muestras tumorales 
  Número de muestras (%)  
  Cuello uterino Cabeza  y cuello Pulmón 
p 
  N (%) N (%) N (%) 
Total  16 (100) 27 (100) 8 (100)  
Genero      
 Femenino 16 (100) 6 (22,2) 4 (50) 
0,001 
 Masculino 0 (0) 21 (77,8) 4 (50) 
Edad      
 <60 0 (0) 7 (26) 2 (25) 
0,001  >60 0 (0) 20 (74) 6 (75) 
 Desconocido 16 (100) 0 (0) 0 (0) 
Grado de 
diferenciación      
 Bajo 6 (37,5) 2 (7,4) 6 (75) 
0,002  Medio 7(43,8) 14 (51,9) 2 (25) 
 Alto 3 (18,7) 11 (40,7) 0 (0) 
 
Clasificación de pacientes diagnosticados con carcinoma escamoso de diferentes localizaciones 
anatómicas asociadas a su vez con las características clínicas como género, edad y grado de 
diferenciación. 
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     Del total de muestras analizadas, independientemente del origen anatómico 
del cual se obtuvo la muestra tumoral,  sólo en 3 de ellas no fue posible obtener 
producto de amplificación para β-Globina. El resto de las muestras tumorales 
resultaron positivas (Tabla 4). 
Tabla 4. Resultados de amplificación por PCR para β – 
Globina. 
 Número de muestras (%) 
 β- Globina  + (%) β- Globina  - (%) p 
Total 48 (100) 3 (100) 
0,243 
Cuello uterino  16 (33,3) 0 (0) 
Cabeza y Cuello 24 (50) 3 (100) 
Pulmón 8 (16,7) 0 (0) 
 
Amplificación por PCR de DNA extraído de tejidos fijados en formalina e 
incluidos en parafina, en muestras de distintas localizaciones anatómicas.  
 
     En cuanto a la presencia de HPV en el total de las muestras de este estudio 
se comprobó que aproximadamente el 40% de ellas resultó ser positiva para el 
virus, siendo la mayor parte de estos resultados género femenino con un 85%. 
Si consideramos el origen anatómico de los tumores tenemos que en los 
Carcinomas de Cuello Uterino la presencia del virus se encuentra en 15 
muestras, lo que representa un 75% de las que fueron analizadas (Tabla 5). 
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Tabla 5. Resultados de amplificación por PCR para L1 
  Número de muestras (%) 
  HPV + HPV - 
p 
  N (%) N (%) 
Total  20 (100) 31 (100)  
Localización     
 Cuello Uterino 15 (75) 1 (3,2) 
0,001  Cabeza y Cuello  2 (10) 25 (80,6) 
 Pulmón 3 (15) 5 (16,1) 
Grado de 
diferenciación     
 Bajo 9 (45) 5 (16) 
0,057  Medio 8 (40) 15 (48,4) 
 Alto 3 (15) 11 (35,5) 
Género      
 Femenino 17 (85) 9 (29) 
0,001 
 Masculino  3 (15) 22 (71) 
     
Edad     
 <60 3 (15) 6 (19,4) 
0,001    >60 2 (10) 24 (77,4) 
 Desconocido 15 (75) 1 (3,2) 
 
Amplificación por PCR para la proteína L1 del virus papiloma humano, de DNA 
extraído de tejidos fijados en formalina e incluidos en parafina, en tumores de 
distintas localizaciones anatómicas comparados con características clínicas de 
pacientes. 
 
     De los PCR realizados para la determinación de HPV y su posterior 
demostración en geles de agarosa, se observan de manera representativa en la 
figura 6. las muestras 2, 6, 7, 9, 12, 13, 14, 15 y 16 de cabeza y cuello, en 
donde sólo la muestra 2 (Figura 6-A), correspondiente un carcinoma escamoso 
de cuerda vocal en un varón de 78 años de edad el cual resultó ser positivo 
para HPV, lo que se visualiza como una banda de alrededor de 150 pb en el 
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carril 2. Este resultado se corrobora con la presencia de una banda de similares 
características en el último carril correspondiente  al control positivo (C+) 
A 
 
B 
 
 
Figura 6. Producto de amplificación de L1 y β – Globina. 
Gel de agarosa al 2%, que muestra los productos de amplificación de PCR obtenidas 
de muestras de cabeza y cuello. L corresponde al marcador de peso molecular 
utilizado y C+ al control positivo. La imagen A muestra la amplificación para L1 y la 
imagen B muestra la amplificación para β-Globina. 
 
     En cuanto a la determinación de β-Globina (Figura 6-B) sólo dos de las 
muestras presentes en la imagen resultaron ser negativas para β-Globina, las 
que corresponden a las muestras 6 y 15 de cabeza y cuello, esto porque no se 
visualiza producto de amplificación, el que correspondería a un fragmento de 
110 pb aproximadamente similar al que se aprecia en el carril del control (C+). 
     En cuanto a la genotipificación mediante PCR de las dos muestras HPV 
positivas de cabeza y cuello, fue posible determinar el tipo viral presente sólo en 
uno de los especímenes. La muestra 60, correspondiente a un CaE de 
amígdala, resultó ser positivo para la presencia de HPV 16. En la muestra 2 en 
cambio, correspondiente a un CaE de cuerda vocal, no fue posible determinar el 
genotipo viral, ésto porque no se obtuvieron productos de amplificación. 
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     En cuanto a la técnica de inmunohistoquímica para pirin tenemos que del 
total de muestras analizadas un 45% resultó ser positiva para la 
inmunomarcación (Tabla 6). Si se analiza la marcación de acuerdo a la 
localización anatómica de donde proviene el tumor podemos apreciar que la 
distribución de muestras pirin (+) y pirin (-) es relativamente homogénea dentro 
de los grupos, donde sólo por una diferencia de dos unidades se ve una mayor 
cantidad de muestras negativas en aquellos tumores provenientes de cabeza y 
cuello  y pulmón, por una unidad en las muestras de cavidad oral e igual 
cantidad de muestras positivas y negativas en muestras correspondientes a 
cuello uterino. De acuerdo a la presencia de HPV, grado de diferenciación y 
género de los pacientes en cuanto al total de muestras analizadas no se 
encontró asociación estadísticamente significativa entre estas variables y los 
niveles de expresión de pirin (Anexos G, H e I) 
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Tabla 6. Resultados de Inmunohistoquímica para Pirin. 
  Número de muestras (%) 
  Pirin + Pirin - 
p 
  N (%) N (%) 
Total  23 (100) 28 (100)  
Localización      
 Cuello Uterino 8 (34,8) 8 (28,6) 
0,841  Cabeza y Cuello 12 (52,2) 15 (53,6) 
 Pulmón 3 (13) 5 (17,9) 
Grado de 
diferenciación      
 Bajo 5 (21,7) 9 (32,1) 
0,609  Medio 12 (52,2) 11 (39,3) 
 Alto 6 (26,1) 8 (28,6) 
Género     
 Femenino 12 (52,2) 14 (50) 
0,877 
 Masculino 11 (47,8) 14 (50) 
Edad     
 <60 5 (21,7) 4 (14,3) 
0,602  >60 10 (43,5) 16 (57,1) 
 Desconocido 8 (34,8) 8 (28,6) 
 
Resultados de positividad y negatividad con la técnica de inmunohistoquímica contra 
la proteína pirin, en distintas localidades anatómicas las cuales representan el 
número de casos y los porcentajes de las diferentes muestras. Comparación con las 
características clínicas de los pacientes. 
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     De las inmunomarcaciones realizadas para la proteína pirin, y de acuerdo 
con lo señalado en la tabla 6, fue posible obtener marcación positiva en tumores 
de las distintas localizaciones anatómicas aquí analizadas, como  es el ejemplo 
de los carcinomas escamosos en amígdala, cuerda vocal, cuello uterino y 
pulmón (Figura 7).  
     Para validar la técnica de inmunohistoquímica, el total de muestras 
analizadas se comparó con un control positivo (Figura 7-A) recomendado por el 
fabricante del anticuerpo (Abcam) el cual corresponde a pulmón, las 
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marcaciones positivas en este tejido se encuentran en los neumocitos, en el 
epitelio bronquial, células endoteliales y en las células espumosas 
(macrófagos), la marcación que se debe presentar es mixta (nuclear y 
citoplasmática), la cual se ve sobrepuesta para el núcleo por la tinción nuclear 
con hematoxilina, para determinar la positividad se estableció que toda muestra 
con marcación igual o superior al control positivo se debe clasificar como tal. 
 
Figura 7. Inmunohistoquímica para demostración de pirin. 
(A) Control positivo de pulmón con marcación mixta (nuclear y citoplasmática). (B) 
Muestra de amígdala. (C) Cuerdas vocales. (D) Muestra de cuello uterino. (E) Muestra de 
pulmón. (F) Control negativo que corresponde a tejido pulmonar sin el anticuerpo 
primario.   
 
     Una vez obtenidos todos los datos en cuanto a la presencia de HPV por 
PCR y expresión de pirin por inmunohistoquímica se recopilaron los datos en 
diferentes tablas para así clasificar las muestras en cuatro categorías al realizar 
el cruce de estos dos parámetros como muestras HPV negativas/pirin 
negativas, HPV negativas/pirin positivas, HPV positivas/pirin negativas y HPV 
positivas/pirin positivas (Tabla 7). 
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Tabla 7. HPV versus Pirin según localización anatómica. 
 Número de muestras (%) 
 
Pirin 
HPV + HPV - 
p 
 Casos (%) Casos (%) 
Cuello uterino 
+ 8 (53,3) 0 (0) 
0,302 
- 7 (46,7) 1 (100) 
Cabeza y cuello 
+ 1 (50) 11 (44) 
0,869 
- 1 (50) 14 (56) 
Pulmón 
+ 2 (66,7) 1 (20) 
0,187 
- 1 (33,3) 4 (80) 
Total de casos 
+ 11 (55) 12 (38,7) 
0,254 
- 9 (45) 19 (61,3) 
 
En esta tabla se observan las muestras analizadas divididas en 4 grupos de estudios donde 
es posible determinar la cantidad de casos HPV negativos/pirin negativos, HPV 
negativos/pirin positivos, HPV positivos/pirin negativos y HPV positivos/pirin positivos. 
 
     De este análisis se obtiene que del total de especímenes analizados, 
correspondientes a 51 casos, en 20 de ellos fue posible detectar la presencia 
del virus, de estas muestras HPV positivas el 55% resultó ser positiva para 
Pirin. 
     En cuanto a la inmunofluorescencia mediada por microscopía confocal 
tenemos que para la marcación de la oncoproteína E6 (Figura 8) en la línea 
celular CaSki se aprecia que existen niveles expresión detectable por 
inmufluorescencia para esta proteína (Figura 8-B), al igual que en la línea OKF6 
E6/E7 (Figura 8-E). Por otro lado, en la línea celular  OKF6 con vector vacío 
(Figura 8-H) hay una ausencia de esta proteína lo que se traduce en ausencia 
de fluorescencia verde. 
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Figura 8. Inmunofluorescencia para demostración de E6. 
Oncoproteína vírica E6 marcada  con Fit-C (verde) y tinción nuclear con DAPI (azul) 
en células CaSki, OKF6 E6/E7 y OKF6 V. 
 
 
     En la inmunodetección para E7 (Figura 9) se aprecia que en la línea celular 
CaSki (Figura 9-B) existen niveles de expresión mayores a los vistos en la 
inmunomarcación para E6 (ver Figura 8). En la línea celular  OKF6 con vector 
vacío (Figura 9-H) al no existir presencia del virus, hay una ausencia de la 
oncoproteína  lo que se traduce en ausencia de fluorescencia verde.  
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Figura 9. Inmunofluorescencia para demostración de expresión 
de E7. 
Oncoproteína vírica E7 marcada con Fit-C (verde) y tinción nuclear con DAPI (azul) 
en células CaSki, OKF6 E6/E7 y OKF6 V. 
 
 
     En cuanto a la expresión de pirin (Figura 10) es posible ver que tanto en las 
células CaSki como OKF6 E6/E7 se aprecia una fuerte señal verde, no así en la 
línea celular  OKF6 con vector vacío (Figura 10-H) en donde se aprecia 
inmunofluorescencia, pero muy débil, lo que se traduce en que existe presencia 
de esta proteína, pero en niveles más bajos si se le compara con OKF6 E6/E7 o 
CaSki. 
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Figura 10. Inmunofluorescencia para demostración de expresión 
de pirin. 
Proteína pirin marcada con Fit-C (verde) y tinción nuclear con DAPI (azul) en células 
CaSki, OKF6 E6/E7 y OKF6. 
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8.  DISCUSIÓN 
 
     La identificación de HPV  se realizó por medio del uso de la técnica de PCR, 
la que a partir de pequeñas cantidades de DNA permite generar copias 
suficientes para su posterior análisis e  identificación, lo que la convierte en una 
técnica altamente sensible (36).  En esta investigación la infección de HPV se 
detectó  en 20 de las 51 muestras analizadas. De las muestras de cuello uterino 
fue posible identificar el virus en un 94% de las muestras, lo que concuerda con 
reportes en los que se ha detectado la presencia del HPV en aproximadamente 
un 97% de los cánceres de cuello uterino (37), no así  en las muestras de 
cabeza y cuello en donde sólo dos de las veintisiete muestras analizadas 
resultó ser HPV positiva, lo que se contrapone con el 26% aproximadamente 
esperado (38). 
 
     Existen otros métodos disponibles  para determinar la presencia de HPV 
para muestras fijadas en formalina y embebidas en parafina como la hibridación 
in - situ cromogénica o CISH, tanto de DNA como de  RNA. Un estudio en el 
que se utilizó RNA CISH para identificar la presencia de HPV define este 
método como “altamente sensible y específico” para la confirmación de 
infección por HPV (39). Se suma a las características previamente 
mencionadas que el CISH conserva el entorno morfológico, lo que permitiría 
evaluar la presencia de HPV en el tejido tumoral, descartando así posibles 
falsos positivos de infecciones presente en el tejido pero que no están 
involucradas en la carcinogénesis.  
 
     Pese a las cualidades que otorgaría el empleo de CISH, creemos que el uso 
del PCR es la técnica más adecuada para la determinación de HPV, esto 
porque  el PCR es una técnica ampliamente utilizada en investigación, por lo 
que ya se encuentra estandarizada en un gran número de laboratorios tanto de 
investigación como en centros de diagnóstico molecular. A ésto se suma la alta 
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sensibilidad que otorga la técnica para la detección de HPV, en donde se ha 
estimado que ésta alcanza a un 95% (40). 
 
     Dentro de los casos analizados llamó la atención una muestra de cabeza y 
cuello que resultó ser negativa para HPV por medio de PCR, pero que dentro 
de los hallazgos histológicos fue posible observar la presencia de coilocitos en 
el tejido. Los coilocitos corresponden a células epiteliales que poseen un núcleo 
hipercromático, moderadamente grande y acéntrico  que se ve desplazado por 
una gran vacuola perinuclear (41). La coilocitosis es un rasgo característico en 
las infecciones por HPV, tanto de bajo como de alto riesgo, por lo que los 
resultados por PCR parecen ser contradictorios a la luz de este hallazgo. Estos 
resultados podrían atribuirse a la posible baja carga viral presente en la muestra 
o también a la fragmentación del DNA producto de la fijación con formalina. 
 
     Las muestras obtenidas por medio de una biopsia deben ser fijadas 
inmediatamente posterior a su extracción, con el propósito de conservar tanto la 
estructura celular como tisular en las condiciones más similares a las del tejido 
de donde se extrajo, además pretende evitar los procesos de autolisis y 
putrefacción que  se desencadenan a partir de la extirpación de los tejidos. Para 
este propósito es que se emplea de manera rutinaria en un servicio de 
anatomía patológica la formalina, que es una solución compuesta de 
formaldehído en agua en una concentración 37% (42). Otra característica de la 
formalina es que esta solución presenta un pH ácido, que se ve favorecido por 
la formación de ácido fórmico por oxidación del formaldehído (43).  A estas 
condiciones de pH ácido en el que se realiza la fijación se le atribuye la mayor 
responsabilidad de degradación del DNA (44), lo que se traduce en una 
disminución del rendimiento de la técnica de PCR, esto porque a una mayor 
tasa de fragmentación, menos posibilidad existe de poder obtener una 
secuencia de interés íntegra que permita su amplificación.  Todo esto podría 
explicar la ausencia de bandas que demuestren la presencia de HPV en los 
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geles de agarosa analizados posteriores a la amplificación del fragmento L1. 
Cabe mencionar que actualmente en los centros de anatomía patológica se 
emplea de manera rutinaria formalina tamponada para fijar las biopsias ya que 
ha demostrado dar muy buenos resultados en cuanto a la fijación de las 
estructuras tisulares y celulares, conservando de muy buena manera la 
morfología de los tejidos y manteniendo la fijación en condiciones de pH más 
estables. 
  
     Datos publicados por el Hospital del Salvador informan que se procesaron y 
analizaron  17.396 muestras en el servicio de anatomía patológica durante el 
2014 (45). Este elevado número  casos nos hace considerar que dichas 
muestras, pese a estar fijadas con formalina e incluidas en parafina, constituyen 
un importante material de archivo del cual sería posible realizar innumerables 
estudios clínicos, ya que independiente de la posible fragmentación del DNA de 
igual forma es posible realizar análisis moleculares de este material, más aún 
en aquellos estudios en el que se desean analizar fragmentos de DNA 
relativamente cortos donde la posibilidad de fragmentación es mucho menor. 
  
     La determinación de la expresión de pirin  se realizó mediante el uso de las 
técnicas de inmunohistoquímica (IHQ) e inmunofluorescencia (IF). Dado a que 
no existen reportes previos en cuanto a los niveles de expresión de pirin en los 
tipos de muestras aquí analizadas, no es posible realizar un análisis 
comparativo con los resultados obtenidos. De los 51 casos analizados, se 
detectó la presencia de pirin por medio de inmunohistoquímica en el 45% de las 
muestras. La distribución de muestras positivas en cuanto al lugar de origen y 
grado de diferenciación del tumor, género y edad de los pacientes es bastante 
homogénea en todos los parámetros analizados, por lo que a partir de los 
análisis estadísticos no es posible determinar una asociación estadísticamente 
significativa entre la expresión de pirin y las características clínicas de los 
pacientes y de las muestras tumorales. 
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     Los métodos de inmunodetección aquí realizados (IHQ o IF) y todos los 
métodos de marcación por medio de anticuerpos en general, se fundamentan  
en la localización de una proteína de interés mediante el empleo de anticuerpos 
marcados (46). Un anticuerpo posee la propiedad de combinarse de manera 
específica con una segunda molécula o antígeno, particularmente a un epítope 
o determinante antigénico. Un antígeno, por  tanto, posee una variedad de 
epítopes los que potencialmente pueden ser identificados por medio del empleo 
de anticuerpos. 
 
     Debemos recordar que las piezas quirúrgicas que se extraen para ser 
analizadas deben ser fijadas inmediatamente y este proceso de fijación se 
realiza empleando formalina tamponada. El componente activo de la formalina 
(formaldehído) actúa a nivel de tejidos reticulando las proteínas,  formando un 
entramado o cross-linking entre ellas (47). Este efecto de cross-linking, 
responsable de la conservación de la morfología, es también el que favorece el 
enmascaramiento de los epítopes producto de la interacción del formaldehído 
con las proteínas. Se ha demostrado que existe un aumento proporcional entre 
el enmascaramiento de los epítopes y el tiempo de fijación (48).  Para poder 
realizar la técnica de inmunohistoquímica es de suma importancia que los 
determinantes antigénicos no se vean modificados producto del proceso de 
fijación y con este fin es que se realiza una recuperación antigénica, que 
permite recuperar aquellos epítopes que han sido enmascarados posterior a la 
fijación, esto porque el fundamento de la IHQ se basa en la interacción 
especifica entre antígeno – anticuerpo.  
 
     En la literatura se han descrito dos procesos de recuperación antigénica: 
enzimática o por calor. En cuanto a la recuperación de antígenos por calor esta 
se realiza empleando soluciones tamponadas como buffer EDTA, Citrato o Tris 
las que se llevan a altas temperaturas para revertir el enmascaramiento de los 
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determinantes antigénicos. Algunos estudios sugieren que el método de 
recuperación antigénica inducido por calor es el gold estándar para aquellos 
tejidos fijados en formalina e incluidos en parafina (49).  En este estudio se 
realizó una recuperación antigénica de prueba con tres buffers diferentes 
(EDTA, Citrato y Tris) los que poseían distintos pH y los mejores resultados se 
obtuvieron en aquellas láminas tratadas con el buffer EDTA a pH 8 por una hora 
a 95°C. Producto de ésto es que establecimos estas condiciones como las 
adecuadas para realizar el  estudio en los 51 casos analizados. Existen 
estudios que indican que el buffer más efectivo para realizar recuperación 
antigénica inducida por calor es el Tris-HCl que contiene SDS al 2% (49), pese 
a esto creemos que lo óptimo antes de montar una técnica es probar diferentes 
métodos de recuperación de acuerdo a la sugerencia del fabricante del 
anticuerpo primario y a los insumos disponibles en el lugar en el que se realiza 
la técnica, que permitan establecer el método de recuperación adecuado para el 
antígeno de interés a estudiar tal como se hizo en esta investigación 
 
     En cuanto a los resultados obtenidos a partir de la IF sugieren que los 
niveles de pirin están asociados a la presencia de HPV. En las células OKF6 V 
los niveles de pirin son apenas detectables, no así en las células CaSki y OKF6 
E6/E7, donde los niveles de pirin están claramente aumentados al ser evaluada 
en microscopia confocal. Estos resultados  sugieren que los niveles de pirin 
dependen en parte de la expresión de las oncoproteínas virales E6 y E7 de 
HPV tipo 16, ya que de otra forma no se explica el aumento en la marcación de 
pirin en las células OKF6 E6/E7. Una forma de dar continuidad a esta 
investigación y esclarecer la aparente asociación demostrada por medio de la IF 
sería evaluar la expresión de pirin en líneas celulares transfectadas con dos 
vectores diferentes: uno que codifique sólo para E6 y otro sólo para E7.  
 
     Existe otro método disponible  que permite la identificación de una proteína 
en un tejido que no se encuentra procesado, el  Western blot (WB). En esta 
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técnica, a partir de un lisado de células, es posible separar las proteínas a 
través de electroforesis en gel para luego de ser  transferidas a una membrana 
se permita la identificación mediante el empleo de anticuerpos (50). Pese a que 
ambas técnicas, WB e IF, han demostrado ser altamente sensibles y 
específicas (51) la IF tiene como  ventaja que permite identificar la localización 
de la proteína de interés dentro de la célula.  
 
     A la luz de todos los antecedentes recabados, surge la inquietud de el por 
qué no se obtuvo una asociación estadísticamente significativa en los 51 casos 
analizados. Creemos que la diversidad de muestras analizadas pudiese 
repercutir, ésto porque cada uno de los tejidos analizados se encuentra 
expuesto a una variedad de factores virales, celulares y medioambientales que 
podrían estar interfiriendo tanto en la expresión de las proteínas víricas como en 
la expresión de pirin haciendo que la posible asociación se vea afectada.  Se 
suma a todo lo anterior el hecho de que no se tiene conocimiento en cuanto a 
los mecanismos post-transcripcionales y post-traduccionales que intervienen en 
la expresión de pirin los cuales a su vez podrían interactuar con las proteínas 
víricas del HPV, por lo que dilucidar estos mecanismos son de vital importancia 
para poder confirmar o descartar la asociación entre HPV y pirin. 
 
Es importante considerar que el número de muestras utilizados en el estudio no 
se determinaron a priori, para establecer el tamaño muestral es necesario para 
un resultado significativamente estadístico, por lo que puede ser que la falta de 
significancia solo se deba a la falta de un número mayor de casos.  
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9.  CONCLUSIONES 
     
     Como resultado de esta unidad de investigación es posible concluir que no 
existe asociación estadísticamente significativa entre la presencia de HPV y los 
niveles de expresión de pirin en los carcinomas escamosos incluidos en 
parafina y analizados mediante inmunohistoquímica, de pulmón, cabeza y 
cuello y cérvico-uterino. 
 
     Por otro lado los resultados obtenidos mediante el análisis de 
inmunofluorescencia sugieren que la asociación planteada en la hipótesis 
existe, pero las pruebas aquí realizadas no permiten por si solas asegurar la 
relación de HPV con pirin, por lo que se hace fundamental continuar esta línea 
de investigación lo que permitirá establecer con seguridad si la hipótesis 
planteada es correcta. 
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CAPÍTULO 10: ANEXOS 
ANEXO A: Aprobación comité de ética Universidad de Chile 
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ANEXO B: Aprobación comité de ética Hospital San José 
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ANEXO C: Purificación de DNA en columnas 
1. Introducir las columnas de purificación en tubos de 1,6 mL  
2. Agregar 100µL del producto de la extracción de DNA y 200 µL de buffer 
de lisis 
3. Centrifugar por tres min a 12.000 rpm  
4. Remover la columna y descartar el contenido del tubo de colección. 
5. Poner nuevamente la columna en el tubo de colección y agregar  650 µL 
de solución de lavado 
6. Centrifugar por un minuto a 12.000 rpm  
7. Descartar el contenido del tubo de colección 
8. Repetir el lavado y centrifugado 2 veces mas 
9. Centrifugar por un minuto a 12.000 rpm  
10. Descartar el tubo de colección y poner la columna en un nuevo tubo de 
1,6 mL 
11. Agregar 20 µL de agua libre de nucleasas y  luego de 2 min a 
temperatura ambiente centrifugar por un minuto a 12.000 rpm.  
12. Realizar el paso anterior nuevamente para finalizar la purificación 
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ANEXO D: Protocolo de inmunohistoquímica para secciones de tejidos 
incluidos en parafina 
1. Realizar tres lavados con buffer PBS1X por 5 min cada uno.  
2. Realizar bloqueo de peroxidasa por 20 min con solución comercial 
(PolyDetector Peroxidase Blocker). 
3. Realizar tres lavados con buffer PBS1X por 5 min cada uno. 
4. Realizar bloqueo de proteínas con BSA 2% por 30 min a temperatura 
ambiente. 
5. Sin lavar realizar la incubación del anti primario a temperatura ambiente 
por 60 min. 
6. Realizar tres lavados con buffer PBS1X por 5 min cada uno.  
7. Realizar incubación del sistema de detección (PolyDetector HRP Label) 
por 30 min a temperatura ambiente. 
8. Realizar tres lavados con buffer PBS1X por 5 min cada uno. 
9. Revelar con solución sustrato/cromógeno  (PolyDetector DAB 
Chromogen) por un minuto. Detener la reacción con agua destilada. 
10. Realizar contraste con Hematoxilina de Harris por 30 segundos. Dejar 
azular en agua corriente overnight a 4°C.  
11. Deshidratar en batería ascendente de etanoles por 5 min cada uno. 
Pasar por dos baños de alcohol 95% y tres baños de alcohol 100%. 
12. Aclarar en tres baños de xilol por 5 min cada uno y montar láminas con 
resina hidrófoba. 
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ANEXO E: Preparación de solución fijadora Trevor’s (250 mL) 
 Reactivos Concentración Marca  
Solución A Paraformaldehido 4% Sigma KOH 0,04mM Fluka 
Solución B 
PIPES 100mM Sigma 
EGTA 2mM Fluka 
MgCl2 2mM Fluka 
 
Preparación solución A 
1. Disolver 10g de paraformaldehido en 40 mL de agua destilada (tapar con 
parafilm) 
2. Calentar a 60°C en placa calefactora en campana de extracción con 
ayuda de agitador magnético hasta disolver (proteger de la luz) 
3. Una vez disuelto, agregar 1 mL de KOH, tornándose transparente.  
4. Dejar enfriar a temperatura ambiente  
Preparación solución B 
1. A 30 mL de agua destilada agregar 7,56g de PIPES, 190mgde EGTA y 
101mg de MgCl2 (la solución es blanca) mantener con agitación. 
2. Ajustar el pHa 6,8 con NaOH 5M (la solución se torna trasparente) 
mantener con agitación hasta que se disuelta todo.  
3. Completar el volumen con agua destilada a 50 mL 
Preparación solución final  
1. Se mezcla la solución A y B ( con agitación) 
2. Completar volumen a 250 mL 
3. Filtrar bajo campana de cultivo celular con la ayuda de filtro autoclavado 
con membrana de 0,2um 
4. Preparar alícuota de 10 mL y guardar a -20°C. 
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ANEXO F: Protocolo de inmunofluorescencia para cultivos celulares 
1. Realizar tres lavados con buffer PBS1X por 5 min cada uno.  
2. Realizar fijación por 15 min con solución de Trevors. 
3. Realizar tres lavados con buffer PBS1X por 5 min cada uno. 
4. Permeabilizar las células con solución de Tritón 0,2% en PBS1X. 
5. Realizar tres lavados con buffer PBS1X por 5 min cada uno. 
6. Continuar con bloqueo de proteínas con BSA 5% en PBS1X por 60 min a 
temperatura ambiente. 
7. Realizar tres lavados con buffer PBS1X por 5 min cada uno.  
8. Realizar incubación del anti primario durante 60 min a temperatura 
ambiente 
9. Realizar tres lavados con buffer PBS1X por 5 min cada uno.  
10. Continuar con incubación de anti secundario marcado con FitC a 
temperatura ambiente por 60 min a oscuras 
11. Realizar tres lavados con buffer PBS1X por 5 min cada uno. 
12. Finalizar con contraste de DAPI a temperatura ambiente durante 60 min 
13. Realizar tres lavados con buffer PBS1X por 5 min cada uno. 
14. Montar las láminas con medio de montaje acuoso y almacenar a 4°C 
overnight. Al día siguiente sellar láminas con esmalte incoloro. 
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ANEXO G: Análisis estadístico HPV v/s Pirin 
 
 
Tabla de contingencia HPV * IHQ Pirin 
Recuento 
 IHQPirin Total 
,00 1,00 
HPV 
,00 19 12 31 
1,00 9 11 20 
Total 28 23 51 
 
 
 
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Sig. exacta 
(bilateral) 
Sig. exacta 
(unilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 1,303a 1 ,254   
Corrección por continuidadb ,728 1 ,394   
Razón de verosimilitudes 1,304 1 ,254   
Estadístico exacto de Fisher    ,388 ,197 
Asociación lineal por lineal 1,277 1 ,258   
Prueba de McNemar    ,664c  
N de casos válidos 51     
a. 0 casillas (0,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada es 9,02. 
b. Calculado sólo para una tabla de 2x2. 
c. Utilizada la distribución binomial 
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ANEXO H: Análisis estadístico género v/s Pirin 
 
 
Tabla de contingencia Genero * IHQPirin 
Recuento 
 IHQPirin Total 
,00 1,00 
Genero 
,00 14 12 26 
1,00 14 11 25 
Total 28 23 51 
 
 
 
 
 
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Sig. exacta 
(bilateral) 
Sig. exacta 
(unilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson ,024a 1 ,877   
Corrección por continuidadb ,000 1 1,000   
Razón de verosimilitudes ,024 1 ,877   
Estadístico exacto de Fisher    1,000 ,550 
Asociación lineal por lineal ,023 1 ,878   
N de casos válidos 51     
a. 0 casillas (0,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada es 11,27. 
b. Calculado sólo para una tabla de 2x2. 
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ANEXO I: Análisis estadístico grado de diferenciación v/s Pirin 
 
 
Tabla de contingencia GDif * IHQPirin 
Recuento 
 IHQPirin Total 
,00 1,00 
GDif 
1,00 9 5 14 
2,00 11 12 23 
3,00 8 6 14 
Total 28 23 51 
 
 
 
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Sig. asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson ,991a 2 ,609 
Razón de verosimilitudes ,998 2 ,607 
Asociación lineal por lineal ,141 1 ,707 
N de casos válidos 51   
a. 0 casillas (0,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La 
frecuencia mínima esperada es 6,31. 
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